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間中の cAMP と cGMP 量の変動を、SF および MF 間で比較するとともに、得られた
知見をもとに SF 由来卵母細胞の IVM 能および胚発生能の改善を試みた。また、近年
ヒトの生殖補助医療では、ゴナドトロピン注射の副作用である卵巣過剰刺激症候群の回
避や、癌患者の妊孕性温存の手段として、卵巣刺激が不要な IVM が注目されている。





1. IVM 前半 24 時間中のブタ小中卵胞由来卵丘細胞‐卵母細胞複合体（COC）および
裸化卵母細胞（DO）内の cAMPと cGMP量 
 SF あるいは MF 由来 COCs を採取し、24 時間 IVM を行った（eCG、hCG および
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dibutyryl cAMP（dbcAMP）添加mPOM中で 20時間培養、その後 4時間はそれらを
不含のmPOM中で培養）。IVM培養開始 0, 10, 20, 24時間に、COCsを回収し、COC
および DO内の cAMPと cGMP量を ELISA法で測定した。また、IVM培養開始 0, 10, 
20 時間に、COC あたりの卵丘細胞数を測定し、卵丘細胞あたりの cAMP と cGMP 量
を推定した。 
IVM 前半 24 時間中の SFおよび MF由来 DOの cAMPと cGMP 量に変化はなく、
SF と MF 間でも差は無かった（P>0.05）。IVM 20 時間で MF 由来 COC の cAMP 量
（33.0 ± 0.5 fmol）は、SF由来のそれ（28.4 ± 1.0 fmol）より高かった（P<0.05）。IVM 
0および 10時間において、MF由来の COCの cGMP量（81.8 ± 4.5 fmolおよび 64.8 ± 
8.4 fmol）は、SF由来のそれ（41.7 ± 10.6 fmolおよび 24.8 ± 8.2 fmol）より高かった
（P<0.05）。IVM前半 20時間を通して、MF由来の COC中の卵丘細胞数は、SF由来
のそれより多かった（P<0.05）。卵丘細胞あたりの推定 cAMP 量は、IVM 10 時間で
MF（7.3 ± 0.1 amol）に比べて SF（11.1 ± 0.8 amol）で高かった（P<0.05）が、推定
cGMP量は SFとMF間で差は無かった（P>0.05）。 
 以上の結果から、IVM前半 24時間での COC中の cAMPと cGMP量は、SFとMF
間で異なっていることが明らかになった。 
 




MF から COCs を採取し、44 時間 IVM を行った（eCG、hCG および dbcAMP 添加
mPOM中で 20時間培養、その後 24時間はそれらを不含のmPOM中で培養）。その際
SF実験区には、IVM前半 20時間に PDE4（cAMPを分解）特異的阻害剤 rolipram（100 
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µM）または PDE5（cGMPを分解）特異的阻害剤 sildenafil（100 µM）または非特異
的 PDE（cAMPと cGMP を分解）阻害剤 caffeine（10 mM）を添加した。培養後に、
卵母細胞の核相を観察し、IVM能を調べた。また、IVM終了後にM-II期卵を選別し、
電気刺激によって単為発生させた後、5日間培養して胚盤胞期胚までの発生能を調べた。 
IVM後の卵母細胞の成熟率は、SF対照区（55.1 ± 2.7%）に比べて rolipram添加区
（65.2 ± 1.1%）で増加した（P<0.05）が、caffeine添加区および sildenafil添加区では
差は無かった（P>0.05）。また、胚盤胞形成率は、MF（51.6 ± 4.1%）に比べて SF（38.9 
± 2.0%）では低い（P<0.05）が、rolipram 添加区（40.1 ± 4.3%）では同等となった
（P>0.05）。 
これらから、PDE4特異的阻害剤を IVMの前半 20時間添加すると SF由来卵母細胞
の IVM能および胚発生能が改善されることを明らかにした。 
 




測定後、COCsを採取し、44時間 IVMを行った（eCG、hCGおよび dbcAMP添加 IVM
培地中で 20時間培養、その後 24時間はそれらを不含の IVM培地中で培養）。IVM培
地は、mPOM もしくは、ヒト卵胞液組成を参考にして修正 Porcine Oocyte Medium
（mPOM）のNa/K比および乳酸濃度を変えて作製したHuman Oocyte Medium（HOM）
を用いた。IVM後に、卵母細胞の核相を観察した。 
患者あたり平均 20.9個の胞状卵胞が存在し、それらから平均 18.5個の COCsを獲得
できた。卵胞直径の中央値は 3.1 mmであった。また、卵胞期と黄体期間で、胞状卵胞
数と獲得 COCs 数に差は無かった（P>0.05）。mPOM を用いた IVM 後の M-II期卵の
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割合は、由来卵胞の直径が 5.1‐6.0 mm（57.1%）および 2.1‐5.0 mm（35.9%）に比
べて、1.0‐2.0 mm（13.0%）では低かった（P<0.05）。けれども、HOMを用いた IVM
後のM-II期卵の割合は、由来卵胞の直径間で差は無かった（P>0.05）。さらに、1.0-2.0 
mm の卵胞由来の卵母細胞の IVM 能は、mPOM（13.0%）に比べて、HOM（53.8%）
では上昇した（P<0.05）。 
 これらの結果から、ゴナドトロピン無刺激下の卵巣であっても多くの胞状卵胞が存在
し、効率的に COCs の獲得が可能であった。また、IVM 培地に HOM を用いると、直
径 2.0 mm以下の卵胞由来卵母細胞の IVM能を向上させることが示された。 
 
 本研究において、IVM 前半中のブタ COC の cAMP と cGMP 量は、SF と MF 間で
異なっていることが明らかになり、この違いが IVM 能に関連している可能性が示唆さ
れた。さらに、IVM培地に PDE4特異的阻害剤を添加すると、SF由来卵母細胞の IVM
能および胚発生能を改善することができた。これから、IVM 前半 20 時間において、
COC中の cAMPレベルを高く維持することが、体外成熟および胚発生に重要であるこ
とが考えられる。またヒト卵の IVMでは、今回新たに作成したHOMを用いることで、


















を用いた。COCsの体外成熟（IVM）には、modified porcine oocyte medium（mPOM）
もしくは human oocyte medium（HOM）を用いた。胚の体外培養（IVC）には、porcine 
zygote medium（PZM）を用いた。なお、mPOM, HOM, PZMおよびmodified medium 
199（mM199）は、5% CO2 in air, 湿度 100%, 39°Cまたは 5% CO2, 5% O2, 90% N2, 湿




µg/ml potassium penicillin G および 50 µg/ml streptomycin sulfateを添加した 0.9% 
NaCl 溶液（37°C）中に入れて研究室に輸送した。COCs は、卵巣表層に存在する SF
（直径 1‐3 mm）およびMF（直径 3‐6 mm）から、18-gauge針と 10 mlシリンジ
を用いて吸引採取し、室温（25°C）の修正 TL-HEPES-PVA で 3 回洗浄した。均一な





ブタ COCsの IVM 
 回収した COCs を mPOM で 3 回洗浄し、4 well プレート内のゴナドトロピン（10 
IU/ml eCG, 10 IU/ml hCG）および 1 mM dibutyryl cyclic adenosine 3’, 5’－
monophosphate（dbcAMP） を添加したmPOM 500 µl中に 40‐50個入れ、5% CO2 
in air, 湿度 100%, 39°Cの気相条件下で 20時間培養した。その後、COCsをゴナドト




 IVM 20または 44時間後に、COCsを 0.1% (w/v) hyaluronidase存在下でピペッテ
ィングし、卵丘細胞を除去した。25%（v/v）酢酸エタノール液（ehanol：acetic acid=3：
1）で 48時間以上固定後、orceinを 1% （w/v）となるよう酢酸にて溶解した酢酸オル
セイン液で染色し、位相差顕微鏡（ECLIPSE 80i, Nikon）下で核相を観察した。 
 
cAMPおよび cAMP量の測定 
IVM 0, 10, 20, 24時間後に、COCsを回収し、mTL-HEPES-PVA中に移した。これ
らの一部を用いて、卵丘細胞および透明帯をそれぞれ 0.1% (w/v) hyaluronidase と
0.1% (w/v) proteaseによって除去し、裸化卵母細胞（DO）を得た。マイクロチューブ
に 30個の COCsまたは DOsを、10 µl mTL-HEPES-PVAとともに入れ、実験に供す
るまで－80°C で保存した。cAMP および cGMP 量の測定には、Direct cAMP または
cGMP Enzyme Immunoassay Kit （ARBOR ASSAYS）を用いた。その方法は、kit






IVM 0, 10, 20時間後の COCsを 0.1% (w/v) PVAを含む phosphate buffered saline
（PBS-PVA）で 3回洗浄し、0.5 mM ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）を含






 IVM 0, 20時間後の COCsを PBS-PVAで 3回洗浄し、100 µl PBS-PVAのドロップ
に移した。ドロップに 1 µlの 100 µg/ml Propidium iodide（PI, 最終濃度 1 µg/ml）お
よび 1 µlの 100×SYBR Safe DNA gel stain（Invitrogen）を加えて、15分間遮光下






IVM 44時間後に、COCsを 0.1% (w/v) hyaluronidase存在下でピペッティングし、
卵丘細胞を除去した。第一極体を放出した M-II 期（第一極体放出）卵を選別し、実験
に供した。卵を、39°C で加温した electroporation medium で 3 回洗浄後、電気刺激




は、BTX electro cell manipulator ECM 2001 M（Biotechnologies and Experimental 
Research Inc.）を使用し、120 Vで 30 µsecのパルスを 1回かけて行った。電気刺激後
の卵を、0.4% (w/v) BSAおよび 5 µM cytochalasin Bを含んだmM199で 3回洗浄後、
同液 500 µl中で 5% CO2 in air, 湿度 100%, 39°Cの気相条件下において 4時間培養し
た。その後、PZMで 3回洗浄（それぞれ 5分間隔）し、同液 300 µl中で 5% CO2 in air, 
湿度 100%, 39°C の気相条件下において 5日間 IVCした。培養 2 日目に 2 細胞期胚へ
の卵割率、培養5日目に胚盤胞期胚への発生率を調べた。得られた胚盤胞期胚を10 µg/ml 










て室温で行った。到着後、PBS で 2 回洗浄し、付着している血液を除去した。視認で







ヒト COCsの IVM 
IVM培地には、mPOMもしくは human oocyte medium（HOM）を用いた。回収し
た COCsを IVM培地で 3回洗浄し、ゴナドトロピン（10 IU/ml eCG, 10 IU/ml hCG）
および 1 mM dbcAMPを添加した 20 µl IVM培地ドロップ（流動パラフィンで覆った）
中に 1個ずつ入れ、5% CO2, 5% O2, 90% N2, 湿度 100%, 37°Cの気相条件下で 20時間





IVM 44時間後に、COCsを 0.1% (w/v) hyaluronidase存在下でピペッティングし、
卵丘細胞を除去した。裸化卵を 10 µg/ml Hoechst 33342 を含む mTL-HEPES-PVA中に移




 IVM終了後、COCsを 0.1% (w/v) hyaluronidase存在下でピペッティングし、卵丘
細胞を除去した。M-II期（第一極体放出）卵のみを、2% paraformaldehydeおよび 0.2% 
Triton X-100を含む PBS中に移し、室温で 1時間固定・透過処理した。その後、2000
倍希釈したマウスモノクローナル抗 α- tubulin抗体（Sigma）液中に移し、4°Cで一晩
反応させた。3回洗浄後、300倍希釈した Alexa Fluor 488標識ヤギ抗マウス IgG抗体
（Molecular Probes）液中に移し、室温で 1 時間反応させた。3 回洗浄後、10 µg/ml 
4',6-diamidino-2-phenylindole（DAPI）液中に移し、室温で 20分間反応させた。なお、







 全ての実験はそれぞれ 3 回以上繰り返し、実験結果の統計処理は、統計解析ソフト






第 2章 IVM前半 24時間中のブタ小中卵胞由来COCおよび裸化卵





できる。ブタの体外胚生産では、直径 3‐6 mm の中卵胞（MF）由来の卵丘細胞‐卵
母細胞複合体（COCs）を用いて IVM 後に体外受精（IVM-IVF）し、胚を作製する技
術は良く確立されている[1, 2]。しかしながら、ブタ卵巣表層に存在するMFの数は限
られており、直径 3 mm未満の小卵胞（SF）が大半を占めている[3]。SF由来の COCs
の IVM能および胚発生能はMFのそれらに比べて著しく低いことがよく知られている


































IVM 20および 44時間後の卵母細胞の核相 
SF（直径 1‐3 mm）またはMF（直径 3‐6 mm）から COCs を採取し、20または
44時間 IVMを行った（ゴナドトロピンおよび dbcAMP添加mPOM中で 20時間培養、





IVM 24時間中の COCおよび DO内の cAMPと cGMP量 
SFまたはMFから COCsを採取し、24時間 IVMを行った（ゴナドトロピンおよび
dbcAMP 添加 mPOM 中で 20 時間培養、その後 4 時間はそれらを不含の mPOM 中で
培養）。IVM 0, 10, 20, 24時間において、COCおよび DO内の cAMPおよび cGMP量
を ELISA法により測定した。 
 
IVM 20時間中の COCあたりの卵丘細胞数 
SFまたはMFから COCsを採取し、20時間 IVMを行った（ゴナドトロピンおよび




卵丘細胞あたりの推定 cAMP/cGMP量 = ([COCあたりの cAMP/cGMP量]－[DOあ
たりの cAMP/cGMP量]) / [COCあたりの卵丘細胞数] 
 
統計解析 
3から 7回の繰り返しデータは、統計解析ソフトPrism 6（GraphPad Software Inc.） 
を用いて解析した。解析方法は、カイ二乗検定（Table 1, 2）または、Bonferroni/Dunn






IVM 20および 44時間後の卵母細胞の核相 
IVM 20時間（Table 1）では、大半の卵母細胞が GV-II期の核相を示したが、その割
合は SF（44.1 ± 2.6%）に比べてMF（58.7 ± 1.9%）で有意に高かった（P<0.05）。一
方、GV-0期の核相を示した卵母細胞の割合は、MF（8.8 ± 1.9%）に比べて SF（23.4 ± 
5.0%）で有意に高かった。そして、IVM 44時間（Table 2）では、M-II期に到達した
卵母細胞の割合は、SF（54.2 ± 3.3%）に比べてMF（79.3 ± 4.0%）で有意に高かった
（P<0.05）。また、GV期およびM-I期の卵母細胞の割合は、MF（それぞれ 6.1 ± 2.0%
および 11.6 ± 2.6%）に比べて SF（それぞれ 16.4 ± 2.3%および 20.6 ± 3.2%）で有意に
高かった（P<0.05）。 
 
IVM 24時間中の COCおよび DO内の cAMPと cGMP量 
 DO 内の cAMP 量（Fig. 1B）は、IVM 24 時間中に MF と SF ともに変化は無く
（P>0.05）、MFと SF間でも差は無かった（P>0.05）が、MF由来 DO内の cAMP量
は、IVM開始後に増加傾向にあった。一方、COC内の cAMP量（Fig. 1A）は、IVM 0
および 24 時間に比べて、IVM 10 および 20 時間で MF と SF ともに有意に増加した
（P<0.05）。また、IVM 0, 10, 24時間ではMFと SF間で差は無かった（P>0.05）が、
IVM 20時間において、SF（28.4 ± 1.0 fmol/COC）に比べてMF（33.0 ± 0.5 fmol/COC）
で有意に高かった（P<0.05）。 
 DO 内の cGMP 量（Fig. 2B）は、IVM 24 時間中に MF と SF ともに変化は無く
（P>0.05）、MFと SF間でも差は無かった（P>0.05）。けれども、COC内の cGMP量
（Fig. 2A）は、IVM開始後 10時間から 20時間の間にMFと SFともに基底レベルま
で低下し、IVM 0および 10時間では、SF（それぞれ 41.7 ± 10.6 fmol/COCおよび 24.8 




の cGMP量はMFと SF間では差は無かった（P>0.05）。 
 
IVM 20時間中の COCあたりの卵丘細胞数 
 COC あたりの卵丘細胞数（Table 3）は、IVM 20 時間を通して、SF に比べて MF
で多かった（P<0.05）。この結果と COCおよび DO内の cAMP量の結果を用いて、卵
丘細胞あたりの推定 cAMP量（Fig. 3A）を計算したところ、MFと SFともに IVM 0
時間（MF, 1.1 ± 0.2 amol/cell; SF, 1.2 ± 0.5 amol/cell）に比べて、IVM 10時間（MF, 7.2 
± 0.1 amol/cell; SF, 11.1 ± 0.8 amol/cell）および IVM 20時間（MF, 6.7 ± 0.4 amol/cell; 
SF, 8.2 ± 0.5 amol/cell）で有意に高かった（P<0.05）。IVM 10時間でのみ、MF（7.2 ± 
0.1 amol/cell）に比べて SF（11.1 ± 0.8 amol/cell）で有意に高かった（P<0.05）。一方、
卵丘細胞あたりの推定 cGMP量（Fig. 3B）は、MF（0 h, 14.9 ± 4.6 amol/cell; 10 h, 8.0 
± 3.4 amol/cell）と SF（0 h, 12.5 ± 3.6 amol/cell; 10 h, 5.3 ± 2.1 amol/cell）間で差は
無かった（P>0.05）が、MFと SFともに IVM 0時間から 10時間の間に低下する傾向
（P>0.05）にあった。IVM 20時間での卵丘細胞あたりの推定 cGMP量は、MFと SF
















No. (%) of oocytes at the stage of 
GV-0 GV-I GV-II GV-III GV-IV ProM-I M-I 
MF 111 10 (8.8 ± 1.9)
a
 5 (4.6 ± 1.1) 65 (58.7 ± 1.9)
a
 13 (11.8 ± 0.9) 15 (13.2 ± 2.4) 1 (1.0 ± 1.0) 2 (1.8 ± 0.9) 
SF 111 26 (23.4 ± 5.0)
b
 1 (0.9 ± 0.9) 49 (44.1 ± 2.6)
b
 16 (14.4 ± 0.7) 16 (14.4 ± 5.0) 3 (2.8 ± 1.6) 0 
 
Data are shown as means ± SEM from three replicated trials. 
a,b
Values with different superscripts within columns are significantly different (P < 0.05). 
Abbreviations: MF, middle follicles; SF, small follicles; COCs, cumulus-oocyte complexes; GV, germinal vesicle;  
















No. (%) of oocytes at the stage of 
GV ProM-I M-I A/T-I M-II 
MF 198 12 (6.1 ± 2.0)
a
 6 (3.0 ± 1.2) 23 (11.6 ± 2.6)
a
 0 157 (79.3 ± 4.0)
a
 
SF 195 32 (16.4 ± 2.3)
b
 12 (6.2 ± 1.3) 40 (20.6 ± 3.2)
b




Data are shown as means ± SEM from five replicated trials. 
a,b
Values with different superscripts within columns are significantly different (P < 0.05). 
Abbreviations: MF, middle follicles; SF, small follicles; COCs, cumulus-oocyte complexes; GV, germinal vesicle;  












Table 3. Number of cumulus cells in a cumulus-oocyte complex derived from 
MF and SF at 0, 10 and 20 h after the start of IVM 
Origin of 
COCs 
No. of cumulus cells (× 10
3
 cells/COC) 
0 h 10 h 20 h 
MF 3.72 ± 0.08
a
 3.83 ± 0.05
a
 3.88 ± 0.17
a
 
SF 2.31 ± 0.22
b
 2.40 ± 0.16
b




Data are shown as means ± SEM from five replicated trials. 
a,b
Values with different superscripts within columns are significantly different (P < 0.05). 








Fig. 1. Contents of cAMP in COC (A) and DO (B) derived from MF and SF at 0, 10, 20 and 24 h after the start of IVM. Different letters indicate 
statistically significant (P < 0.05, 5-7 replicated trials). Numbers in parentheses indicate the total number of COCs or DOs assayed. Abbreviations: 







Fig. 2. Contents of cGMP in COC (A) and DO (B) derived from MF and SF at 0, 10, 20 and 24 h after the start of IVM. Different letters indicate 
statistically significant (P < 0.05, 3-6 replicated trials). Numbers in parentheses indicate the total number of COCs or DOs assayed. Abbreviations: 







Fig. 3. Estimated cAMP (A) and cGMP (B) derived from MF and SF during the first 20-hours period of IVM. Different letters indicate statistically 





SFから採取された COCsの体外成熟能がMFのそれに比べて著しく低い[5, 6, 8, 9]
ことはよく知られている。本研究での IVM 44 時間後の卵母細胞の核相は、MF では
M-II期、SFでは GV期とM-I期の割合が高かった。これらの結果は、過去の報告と一
致した[6, 8, 9]。 
 これまで、ブタMF由来のCOCもしくは卵母細胞内における、IVM中の細胞内 cAMP
量の変動については異なる結果が報告されている[22-24]。Mattioli ら[22]は、IVM 開
始後 24時間中（0, 3, 6, 12および 24時間）、COCおよび卵母細胞内の cAMP量は変
わらなかったと報告した。一方、Shimadaと Terada [23]は、COC内の cAMP量は IVM
開始後 4時間で有意に増加し、20時間でピークに達して 48時間まで維持された（この
実験では IVM 48時間通してゴナドトロピンを添加）ことを示した。さらに彼らは、卵
母細胞内の cAMP量は、IVM開始後 4時間で増加して 8時間でピークに達し、16時間
で減少し始めて 32時間で基底値まで戻ったことも示した。また、Baggら[24]は、由来
卵胞の直径は同じであっても、性成熟前と性成熟後では、IVM 中の cAMP レベルの変
動は異なることを報告している。本研究では、IVM前半 24時間中に卵母細胞内の cAMP
量は MF と SF ともに有意な変化は無かったが、MF では IVM 開始前に比べて増加す




 IVM 20 時間において、dbcAMP 存在下であっても、SF 由来 COCs の cAMP 量は
MFに比べて有意に低かった。これまで、異なった卵胞直径（3‐8 mm）間で COCお
よび卵母細胞の cAMP量を比較している報告[25]はあるが、直径 3 mmの SFについて







したがって、IVM 中の SF由来 COCs の cAMP量が低いことは、ギャップ結合の崩壊
の遅延や不十分な卵丘膨化を引き起こし、それらが体外成熟能の低さに関連しているか
もしれない。本研究では、IVM開始後 20時間において、卵母細胞の減数分裂の進行は
異なっており、MF では GV-II 期が多かったが、SF では GV-0 期が多かった。過去の
報告[29]で、ゴナドトロピンと dbcAMP存在下でMF由来 COCsを培養すると、GV-II
期の卵母細胞の割合が増加することが示されている。MFおよび SF間での COCsのゴ






本研究では、IVM 0, 10, 20および 24時間における、COCsと卵母細胞の cGMP量
に関しても調べた。我々が知る限りでは、ブタMFおよび SF由来 COCsと卵母細胞の
IVM 中の cGMP 量の変動については、今回が初めての報告である。本研究において、
IVM 開始後 10 時間から 20 時間の間に、COCs 中の cGMP 量は、MFと SFともに基
底レベルまで低下した。hCG 投与後に、卵巣[30]および卵母細胞[16]内の cGMP 量が
低下することが、マウスで報告されている。また、培地に LHを添加後に、単離したマ
ウス卵胞内の cGMP量が低下する[16, 20, 30]ことも報告されている。これらのマウス





-estradiol によって促進される[15, 31]ことが示されている。卵胞内の 17β-estradiol
濃度は卵胞の成長に伴って増加していく[32]ので、これがMFおよび SF由来 COCs間
の cGMP 量が異なる要因かもしれない。一般的に、COC 中の cGMP は PDE3 による
cAMPの分解を阻害[15, 20]し、それにより卵母細胞の減数分裂が GV期で停止すると






丘細胞あたりの推定 cAMP 量を計算したとき、全体としての動態は COCs の値を反映
しており、IVM 10時間を除いてMFと SF間で差は無かった。また、卵丘細胞あたり
の推定 cGMP 量は、IVM 中に変化はみられず、MF と SF 間でも差は無かった。これ
らの結果は、COCあたりの総卵丘細胞数が、COCsの cAMPおよび cGMP量、そして





















Cyclic nucleotide phosphodiesterases（PDEs）は、cAMPおよび cGMPの環状リン
酸ジエステルを加水分解する酵素である。PDEs は、PDE1 から PDE11 までの異なる
11 種類のファミリーが存在[37, 38]し、その基質特異性によって 3 つに大別される。
PDE4、PDE7および PDE8は cAMPを特異的に分解し、一方、PDE5、PDE6および
PDE9は cGMPを特異的に分解し、また、PDE1、PDE2、PDE3、PDE10および PDE11
は cAMPと cGMPの両方を分解する[37, 38]。これまでの研究で、顆粒膜細胞／卵丘細
胞では、PDE1A [39]、PDE4D [40]、PDE5A [39]、PDE8A [40]および PDE8B [40]が
発現し、卵母細胞では、PDE3A [41]、PDE8A [40]および PDE9A [42]が発現している






PDEs は、卵母細胞および卵丘細胞内の cAMP と cGMP レベルを調節し、卵母細胞
の減数分裂再開に重要な役割を担っている[10, 43]。これまでに、卵母細胞の成熟への
PDEs阻害剤の影響に関して調べられている。PDE4特異的阻害剤は、卵母細胞の成熟




ている。しかしながら、PDEs 阻害剤を用いたブタ SF 由来卵母細胞の IVM 能および
胚発生能の研究については、著者らが知る限り行われていない。 
よって本研究では、PDEs 阻害剤を用いて、COCs 中の cAMP および cGMP レベル
を維持または増加させた時の、SF由来卵母細胞の成熟能および IVM後の胚発生能に及
ぼす影響を調べた。なお、阻害剤は、PDE4特異的阻害剤 rolipram [48, 49]または PDE5




各種 PDE 阻害剤が SF由来卵母細胞の IVM能に及ぼす影響 
SFまたはMFから COCsを採取し、44時間 IVMを行った（ゴナドトロピンおよび
dbcAMP添加mPOM中で 20時間培養、その後 24時間はそれらを不含のmPOM中で
培養）。なお、SFの実験区では、IVM前半 20時間中、非特異的 PDE（cAMPと cGMP
を分解）阻害剤 caffeine（10 mM）または PDE4（cAMPを分解）特異的阻害剤 rolipram
（100 µM）または／および PDE5（cGMPを分解）特異的阻害剤 sildenafil（100 µM）
を添加した。また、一部の SF由来 COCsは IVMに先立ち、100 µM sildenafil存在ま
たは非存在下で前培養を 6 時間行った。IVM 終了後に卵丘細胞を除去し、卵母細胞の
核相を観察した。 
 
PDE4 阻害剤が SF由来卵母細胞の胚発生能に及ぼす影響 
SFまたはMFから COCsを採取し、44時間 IVMを行った（ゴナドトロピンおよび
dbcAMP添加mPOM中で 20時間培養、その後 24時間はそれらを不含のmPOM中で




刺激によって卵を単為発生させ、PZM中で 5日間 IVCを行った。IVC 2日目に 2細胞
期胚への卵割率、IVC 5日目に胚盤胞期胚への発生率を調べた。また、得られた胚盤胞
期胚を Hoechst 33342 で染色し、蛍光顕微鏡下で、胚盤胞中の細胞数を調べた。 
 
PDE4 阻害剤が SF由来 COCsの卵丘細胞における IVM中の生存性に及ぼす影響 
SFまたはMFから COCsを採取し、20時間 IVMを行った（ゴナドトロピンおよび
dbcAMP添加mPOM 中で 20 時間培養）。なお、SFの実験区では、IVM前半 20 時間
中 100 µM rolipramを添加した。IVM 0および 20時間後にCOCsを回収し、SYBR Safe 












各種 PDE 阻害剤が SF由来卵母細胞の IVM能に及ぼす影響 
 IVM後の成熟率は、SF（対照区; 55.1 ± 2.7%）に比べて、SF（rolipram添加区; 65.2 
± 1.1%）では有意に高かった（P<0.05, Table 4）が、SF（caffeine添加区; 48.0 ± 3.3%）
は変化無かった（P>0.05, Table 4）。SF（sildenafil添加区; 42.7 ± 3.3%）の成熟率は、
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SF（対照区; 53.2 ± 4.3%）に比べて差は無かった（P>0.05, Table 5）。そして、sildenafil
と rolipramを同時に添加した SF区（45.8 ± 2.4%）は、SF（対照区）に比べて差は無
かった（P>0.05, Table 5）。また、sildenafilの有無に関わらず、前培養 6時間は、SF
由来 COCsの成熟能に影響しなかった（P>0.05, Table 6）。 
 
PDE4 阻害剤が SF由来卵母細胞の胚発生能に及ぼす影響 
 2細胞期胚への卵割率（Table 7）および胚盤胞中の総細胞数（Table 7）は、3つの
実験区間で有意な差は無かった（P>0.05）。一方、胚盤胞形成率（Table 7）は、MF（51.6 
± 4.1%）に比べて SF（対照区; 38.9 ± 2.0%）では有意に低かった（P<0.05）が、SF
（rolipram添加区; 40.1 ± 4.3%）はMFと同等であった（P>0.05）。 
 
PDE 4阻害剤が SF由来 COCsの卵丘細胞における IVM中の生存性に及ぼす影響 
 IVM 0時間（Table 8）では、MFおよび SF由来 COCs中の卵丘細胞は 80%以上が
A（PI 陽性細胞の割合：<25%）を示し、MF および SF 間で生存性に有意な差は無か
った（P>0.05）。IVM 20時間（Table 9）では、3つの実験区で、大部分が A（PI陽性
細胞の割合：<25%）および B（PI陽性細胞の割合：25-50%）を示した。3つの実験区
間で有意な差は無かった（P>0.05）が、SF（rolipram 添加区）では、MF および SF
（対照区）に比べて Aの割合が多い傾向にあった（それぞれ 53.7 ± 8.7% vs. 39.7 ± 8.1% 













No. (%) of oocytes at the stage of 
GV ProM-I M-I A/T-I M-II 
SF 192 9.9 ± 1.9 8.9 ± 1.8
ab
 24.5 ± 1.4 1.5 ± 0.6
ab
 55.1 ± 2.7
a
 
SF (rol) 184 7.4 ± 2.3 6.7 ± 2.3
a
 19.5 ± 3.9 1.2 ± 0.7
a
 65.2 ± 1.1
b
 
SF (caf) 194 4.1 ± 1.3 16.9 ± 2.2
b
 24.8 ± 3.3 6.1 ± 1.9
b




Data are shown as means ± SEM from five replicated trials. 
a,b
Values with different superscripts within columns are significantly different (P < 0.05). 
Abbreviations: MF, middle follicles; SF, small follicles; COCs, cumulus-oocyte complexes; rol, rolipram;  













No. (%) of oocytes at the stage of 
GV ProM-I M-I A/T-I M-II 
MF 204 3.3 ± 2.3 4.5 ± 1.0
a
 11.2 ± 1.5
a
 0.5 ± 0.5 80.4 ± 1.9
a
 
SF 207 3.3 ± 2.2 15.0 ± 1.7
b
 27.0 ± 4.3
ab
 1.6 ± 1.6 53.2 ± 4.3
b
 
SF (sil) 202 9.7 ± 4.4 17.9 ± 3.1
b
 28.7 ± 4.5
b
 1.0 ± 0.6 42.7 ± 3.3
b
 
SF (sil + rol) 202 4.5 ± 1.4 17.7 ± 3.7
b
 30.0 ± 5.6
b




Data are shown as means ± SEM from five replicated trials. 
a,b
Values with different superscripts within columns are significantly different (P < 0.05). 
Abbreviations: MF, middle follicles; SF, small follicles; COCs, cumulus-oocyte complexes; sil, sildenafil;  













No. (%) of oocytes at the stage of 
GV ProM-I M-I A/T-I M-II 
MF 204 7.0 ± 3.0 3.5 ± 1.0
a
 10.3 ± 2.7
a
 0 79.2 ± 5.8
a
 
SF 203 6.1 ± 4.3 8.4 ± 0.6
b
 26.5 ± 2.5
b
 0.5 ± 0.5 58.5 ± 5.6
b
 
SF (pre-IVM) 200 5.5 ± 1.8 8.6 ± 1.3
b
 30.3 ± 3.5
b
 0 55.2 ± 4.0
b
 
SF (pre-IVM + sil) 202 5.0 ± 1.7 6.9 ± 1.2
ab
 34.0 ± 5.3
b




Data are shown as means ± SEM from five replicated trials. 
a,b
Values with different superscripts within columns are significantly different (P < 0.05). 
Abbreviations: MF, middle follicles; SF, small follicles; COCs, cumulus-oocyte complexes; sil, sildenafil;  








Table 7. Early development of oocytes derived from MF and SF after IVM and parthenogenesis 
Groups 
No. of mature 
oocytes examined 
% of embryos 
cleaved 
% of blastocyst 
formation 
Cells per blastocyst 
MF 224 80.0 ± 2.2 51.6 ± 4.1
a
 30.5 ± 1.2 
SF 199 78.9 ± 3.5 38.9 ± 2.0
b
 29.7 ± 1.2 
SF (rol) 151 77.6 ± 5.2 40.1 ± 4.3
ab
 28.6 ± 1.1 
 
Data are shown as means ± SEM from seven to nine replicated trials. 
a,b
Values with different superscripts within columns are significantly different (P < 0.05). 









Table 8. Viability of cumulus cells in a MF and SF derived COC at 0 hour after the start of IVM 
Groups 
No. of COCs 
examined 
% A % B % C % D 
MF 200 85.0 ± 4.2 9.5 ± 1.2 3.5 ± 1.9 2.0 ± 1.5 
SF 199 83.0 ± 2.0 12.0 ± 1.4 4.5 ± 0.9 0.5 ± 0.5 
 
Data are shown as means ± SEM from five replicated trials. 
Proportion of PI positive cells: A (<25%), B (25-50%), C (50-75%), D (>75%). 









Table 9. Viability of cumulus cells in a MF and SF derived COC at 20 hours after the start of IVM 
Groups 
No. of COCs 
examined 
% A % B % C % D 
MF 201 39.7 ± 8.1 38.8 ± 5.3 15.5 ± 2.0 6.0 ± 1.3 
SF 199 38.3 ± 8.0 35.1 ± 3.2 18.6 ± 3.3 8.0 ± 2.0 
SF (rol) 201 53.7 ± 8.7 28.9 ± 5.3 11.5 ± 3.2 6.0 ± 1.0 
 
Data are shown as means ± SEM from five replicated trials. 
Proportion of PI positive cells: A (<25%), B (25-50%), C (50-75%), D (>75%). 






第 2 章の知見から、IVM 前半 20 時間中のブタ COCs の cAMP および cGMP 量は、
MFに比べて SFで少ないことが明らかになった。そして、これらの違いが卵母細胞の
成熟能に大きく影響していることが示唆された。そこで、本研究では、PDEs阻害剤を
用いて、COCs中の cAMPおよび cGMPレベルを維持または増加させた時の、ブタ SF
由来卵母細胞の成熟能および IVM 後の胚発生能の改善を試みた。その結果、ゴナドト











ら、本研究において、PDE4 特異的阻害剤処理によって、卵丘細胞内の cAMP 量の増
加や MAPK の活性化が誘導されたと考えられる。それらによって、適切なギャップ結
合の崩壊や卵丘膨化を引き起こし、SF由来卵母細胞の成熟能が改善したと示唆される。
実際、当研究室では、IVM 20時間で SF由来 COCsの卵丘細胞を除去すると、卵母細
胞の成熟能が上昇する[9]ことを発見している。けれども、今回は卵丘膨化やギャップ
結合については調べておらず、その仮説を証明するには更なる実験が必要である。 






rolipram の正の効果を打ち消した。cGMP は、卵丘細胞内で natriuretic peptide 




と考えられる。また、第 2 章の結果では、IVM 前の COCs中の cGMP 量が MFと SF
で異なっていた。よって、本研究では、IVM に先立って sildenafil 存在下で前培養 6
時間を行い、SF由来卵母細胞の成熟能への影響を調べた。その結果、対照区と比べて、
成熟能に差は無かったが、IVM前半 20時間処理した時のような低下傾向はみられなか
った。これから、IVM中に LHの刺激によって適切に cGMP量が低下する[16, 20, 30]
ことが、卵母細胞の成熟能に重要であると考えられる。さらに、IVMの前半 20時間中
の caffeine処理も、SF由来卵母細胞の成熟能を改善せず、逆に低下させる傾向にあっ
た。Caffeineは非特異的 PDE阻害剤であり[49, 51]、様々な PDEs を阻害して cAMP
および cGMP の分解を阻害する。ゆえに、卵丘細胞および卵母細胞ともに、cAMP と
cGMPレベルの両方が高く維持されることによって、卵母細胞の成熟能に負に影響した
と考えられる。 
 また、今回、IVM前半 20時間での rolipram処理は、SF由来卵母細胞の胚発生能を
若干改善した。最近、COCs を rolipram で処理すると、卵丘細胞のアポトーシスを抑
制[54]し、卵丘細胞の生存性を高めることが示されている。そして、卵丘細胞のアポト
ーシスは、低い発生能と関連する[55]と報告されている。よって、本研究でも、IVM中





を上げると、IVM 中の COC 内の代謝[56]や、卵母細胞内のグルタチオン濃度[57]が高
まり、その後の発生能が上昇することが報告されている。以上のことから、rolipram





PDE4 特異的阻害剤を IVM の前半 20 時間添加すると、SF 由来卵母細胞の IVM 能
および胚発生能を改善することが出来た。けれども、IVM 培地への PDE5 特異的阻害


















[65]。In vivoでは、黄体期の終わりに、次の排卵卵胞は直径 2‐5 mm（class 5）の卵
胞群からリクルートされる[66]。その後、class 6（直径 5‐10 mm）で排卵卵胞候補が
選択[66, 67]され、class 7（直径 10‐16 mm）および class 8（直径 16‐20mm）を経
て排卵される[66]。ヒト ARTでは、IVMのための COCsの採取は、主席卵胞による負
の影響を避けるため、一般的に最も大きい卵胞の直径が 14 mmに達する前に行われる
[68, 69]。これまでに、直径 6 mm以下の小卵胞から採取された卵母細胞の成熟能は乏










完全合成培地である Porcine oocyte medium（POM）を用いた培養方法が確立されて
いる[73, 74]。また、POMは、霊長類であるコモンマーモセットの卵母細胞の IVMに
適している[75]と報告されている。さらにブタでは、IVM培地への添加物の条件もよく








小卵胞由来ヒト COCs の IVM を行った。また、ヒト卵胞液組成[78-81]を参考にして










できる COCs数を調べた。また黄体の有無によって、卵巣を卵胞期（Fig. 4A, B）と黄
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体期（Fig. 4C, D）に分け、卵巣周期が胞状卵胞数および獲得 COCs 数に及ぼす影響に
ついて調べた。 
 
完全合成培地を用いたヒト COCsの IVM 
IVM培地は、mPOMもしくはHOMを用いた。それらの組成は Table 10に示した。
卵胞の直径を計測後、COCsを採取し、1.0‐2.0 mm、2.1‐5.0 mmおよび 5.1‐6.0 mm
の 3グループに分けた。44時間 IVMを行った。IVM 44時間（ゴナドトロピンおよび










5から 10回の繰り返しデータは、統計解析ソフトPrism 6（GraphPad Software Inc.） 










卵巣は、17名の患者（平均年齢 29.8 ± 6.0歳）から得られ、その所見は Table 11
に示した。患者あたり平均20.9 ± 9.1個の胞状卵胞が存在し、それらから平均18.5 ± 8.9
個の COCsを獲得できた。卵胞直径の中央値は 3.1 mmであった。また、胞状卵胞数
は卵胞期（24.9 ± 9.9個）と黄体期（18.2 ± 7.9個）間で差は無かった（Fig. 4E, P>0.05）。
さらに、獲得 COCs数は、卵胞期（23.4 ± 9.1個）と黄体期（15.0 ± 7.4個）間で同等
であった（Fig. 4E, P>0.05）。 
 
完全合成培地を用いたヒト COCsの IVM 
mPOM を用いた IVM 後の M-II 期卵の割合は、由来卵胞の直径が 5.1‐6.0 mm
（57.1%）および 2.1‐5.0 mm（35.9%）に比べて、1.0‐2.0 mm（13.0%）では有意
に低かった（Table 12, P<0.05）。けれども、HOMを用いた IVM後のM-II期卵の割
合は、由来卵胞の直径間で差は無かった（Table 13, P>0.05）。また、mPOMと HOM
間で GVBDを起こした卵の割合に差は無かった（Fig. 5A, P>0.05）が、1.0-2.0 mmの
卵胞由来の COCs の成熟率は、mPOM（13.0%）に比べて、HOM（53.8%）では上昇
した（Fig. 5B, P<0.05）。 
 
体外成熟卵の染色体および紡錘体の正常性 
 正常な染色体の整列と紡錘体の形成を持つ卵（Fig. 6A, B）も得られたが、多くの卵







Table 10. The chemical composition of mPOM and HOM 
Component mPOM HOM 
(mM)   
NaCl 108.00 108.00 
KCl 10.00 4.65 
KH2PO4 0.35 0.35 
MgSO4・7H2O 0.40 0.40 
NaHCO3 25.00 25.00 
Na-pyruvate 0.20 0.20 
Hemi Ca-lactate 4.00 4.00 
Na-lactate  12.50 
Glucose 4.00 4.00 
sorbitol 5.00 5.00 
L-glutamine 2.00 2.00 
L-cysteine 0.60 0.60 
BME aminoacids solution 1.52 (2% v/v) 1.52 (2% v/v) 
MEM non-essential aminoacids solution 0.70 (1% v/v) 0.70 (1% v/v) 
Gentamicin 10 µg/ml 10 µg/ml 
Poly vinyl alcohol 3 mg/ml 3 mg/ml 



























 range median 
1 21 9 1.6-6.0 2.8 luteal 8 
2 24 20 1.3-5.0 3.4 follicular 16 
3 24 35 1.9-5.8 3.3 follicular 26 
4 25 12 1.2-6.0 3.0 luteal 7 
5 25 29 1.0-4.3 2.2 luteal 26 
6 26 17 2.1-5.9 4.4 luteal 13 
7 28 22 1.0-3.5 2.3 luteal 20 
8 29 10 2.6-5.3 3.1 luteal 9 
9 29 15 3.8-8.8 4.9 luteal 11 
10 29 15 1.8-4.2 2.7 luteal 12 
11 29 32 2.2-8.0 3.8 follicular 37 
12 30 33 1.1-6.0 2.7 luteal 28 
13 32 20 2.0-5.0 3.6 luteal 16 
14 35 17 1.7-4.8 2.3 follicular 23 
15 37 37 1.6-5.9 2.7 follicular 32 
16 39 22 0.9-4.4 2.9 follicular 19 
17 44 11 1.6-6.6 3.9 follicular 11 
Total
a
 29.8 ± 6.0 20.9 ± 9.1 0.9-8.8 3.1  18.5 ± 8.9 
 
a
Data are shown as Mean ± SD. 
b
Ovaries were classified into follicular or luteal phase according to absence or presence of a 














No. (%) of oocytes at the stage of 
GV M-I A/T-I M-II (%) Deg 
5.1-6.0 7 0 1 2 4 (57.1)
a
 0 
2.1-5.0 78 5 24 5 28 (35.9)
a
 16 
1.0-2.0 23 3 10 1 3 (13.0)
b
 6 
total 108 8 35 8 35 (32.4) 22 
 
Data from six replicated trials. 
a, b
Values with different superscripts within columns are significantly different (P < 0.05). 
Abbreviations : GV, germinal vesicle; M-I, metaphase-I; A/T-I, anaphase-I and telophase-I; 
















No. (%) of oocytes at the stage of 
GV M-I A/T-I M-II (%) Deg 
5.1-6.0 6 0 2 0 4 (66.7) 0 
2.1-5.0 63 2 22 3 22 (34.9) 14 
1.0-2.0 13 3 3 0 7 (53.8) 0 
total 82 5 27 3 33 (40.2) 14 
 
Data from five replicated trials. 
Abbreviations : GV, germinal vesicle; M-I, metaphase-I; A/T-I, anaphase-I and telophase-I; 









Fig. 4. Ovarian cycle phase at oocyte retrieval. Ovary at follicular phase (A, B), absence of 
corpus luteum. Ovary at luteal phase (C, D), presence of corpus luteum. Images of whole ovary 
in A and C. Images of cut ovary in B and D. Collecting COCs from different phases of ovarian 
cycle (E). Follicular phase from 7 patients and luteal phase from 10 patients. CL=corpus luteum. 







Fig. 5. Proportion of germinal vesicle breakdown (GVBD; A) and metaphase II (M-II; B) stage after in vitro maturation (IVM 
 using mPOM (□; data from six replicated trials) and HOM (■; data from five replicated trials). 
*Denotes statistically significant (P < 0.05) differences among two groups. 
a, b






Fig. 6. Structures of chromosomes (blue) and microtubules (green) in M-II oocytes after IVM 
using HOM. Bipolar spindle with chromosomes aligned at the equator (A, B). Abnormal 
chromosomal organization associated with bipolar spindle (C). Abnormal spindle structure 












いる。また、体外成熟可能な最小限の卵胞直径は 5 mm [70]との報告がある。よって、
臨床 IVMでは 6‐12 mmの卵胞から経膣採卵される[69]。けれども、本研究のように
ゴナドトロピン無刺激下の卵巣では小さな卵胞が大半であると思われる。そこで、本研
究では、直径 6 mm以下の卵胞から COCsを採取し、1.0‐2.0, 2.1‐5.0, 5.1‐6.0 mm




は直径 2‐5 mm（class 5）の卵胞群からリクルートされる[66]。よって、2 mm以下の
小卵胞由来の COCs の効率的な IVMは、雌性生殖細胞の高度利用を可能にする。 
今回我々は、mPOM の Na/K 比と乳酸濃度を変えて HOM を作成した。Na/K 比は
mPOM では 12.9 であるが、HOM では 29.1 に変えた。これはヒト卵胞液を参考にし
ており、卵胞液中の Na濃度は 147.8 ± 8.9 mM、K濃度は 5.2 ± 0.5 mM、Na/K比





4.00 mMからHOMでは 16.50 mMに変えた。ヒト卵胞液中の乳酸濃度は 6.12 ± 0.17 
mM [80]であり、卵胞直径の増加に従い増加する[79, 80]ことが報告されている。また、
排卵時のヒト卵管液中の乳酸濃度は 10.50 ± 1.48 mM [81]である。これらから、HOM
の乳酸濃度は生理的条件よりも高めに設定した。さらに、ゴナドトロピンの刺激は、顆
粒層細胞および卵丘細胞での、乳酸の生産を促進することがラット[90]、マウス[91]、
























孕性温存に用いる、卵母細胞の貴重な供給源となり得る。また、IVM 培地に HOM を












哺乳動物の卵巣では直径 3 mm 未満の小卵胞（SF）が大半を占めているが、未経産ブ
タ SF 由来の卵丘細胞‐卵母細胞複合体（COC）の IVM 能および胚発生能は、直径 3
‐6 mm の中卵胞（MF）のそれらに比べて著しく低い[4-6]。しかし、その原因や SF
とMF間で何が異なっているのかはまだ解明されていない。 
IVM中の細胞内 cAMPと cGMP量の劇的な変化は、卵母細胞の減数分裂再開に大き
く関与している[10, 11]。そこで第 2章では、先ず、ブタをモデルとして、IVM前半 24
時間中における、COCおよび裸化卵母細胞（DO）内の cAMPと cGMP量の変動を、
SFおよびMF間で比較した。その結果、IVM前半 20時間中のブタ COCの cAMPと
cGMP量は、SFとMF間で異なっていることが明らかになり、この違いが卵母細胞の
成熟能に大きく影響していることが示唆された。 
Phosphodiesterases（PDEs）は、卵母細胞および卵丘細胞内の cAMP と cGMP レ
ベルを調節し、卵母細胞の減数分裂再開に重要な役割を担っている[10, 43]。次に第 3
章では、第 2章で得られた知見を基に、PDEs阻害剤を用いて、COC中の cAMPおよ
び cGMP レベルを維持または増加させ、SF 由来卵母細胞の IVM 能および胚発生能の
改善を試みた。その結果、IVM 培地に PDE4 特異的阻害剤 rolipram を添加すると、
SF由来卵母細胞の成熟能および胚発生能を改善することができた。けれでも、IVM培








な IVM が注目されている。しかし、ヒト SF 由来の COCs の IVM に用いる培養液や
培養条件等は未だ確立していない。最後に第 4 章では、SF 由来ヒト COCs の IVM に
適した完全合成培地の検討を行った。その結果、IVM培地に今回新たに作成したhuman 
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A/T-I Anaphase-I and Telophase-I 
ART Assisted reproductive technology 
BSA Bovine serum albumin 
cAMP Cyclic adenosine monophosphate 
cGMP Cyclic guanosine monophosphate 
CL Corpus luteum 
COCs Cumulus oocyte complexes 
dbcAMP Dibutyryl cyclic adenosine 3’ 5’ monophosphate 
DO Denuded oocyte 
DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 
eCG Equine chorionic gonadotropin 
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 
FCS Fetal calf serum 
GV Germinal vesicle 
GVBD Germinal vesicle breakdown 
hCG Human chorionic gonadotropin 
HOM Human oocyte medium 
IVC In vitro culture 





MF Middle follicle 
M199 Medium 199 
OHSS Hyperstimulation syndrome 
PBS Phosphate buffered saline 
PCO Polycystic ovaries 
PCOS Polycystic ovary syndrome 
PDE Phosphodiesterase 
PI Propidium iodide 
POM Porcine oocyte medium 
ProM-I Prometaphase-I 
PVA Polyvinyl alcohol 
PZM Porcine zygote medium 
SD Standard deviation 
SEM Standard error of the mean 
SF Small follicle 










Modified TL-HEPES-PVA (mTL-HEPES-PVA) 
Component Concentration (mM) 
NaCl 114.00 
KCl   3.20 
NaHCO3   2.00 
NaH2PO4   0.34 
Na-lactate  10.00 
MgCl2-6H2O   0.50 
CaCl2-2H2O   2.00 
Sorbitol  12.00 
HEPES  10.00 
Na-pyruvate   0.20 
Gentamicin  25 µg/ml 
Penicillin G potasium  75 µg/ml 
Polyvinyl alcohol  1 mg/ml 









Modified porcine oocyte medium (mPOM) 
Component Concentration (mM) 
NaCl 108.00 
KCl  10.00 
KH2PO4   0.35 
MgSO4-7H2O   0.40 
NaHCO3  25.00 
Na-pyruvate   0.20 
Hemi-Ca-lactate   4.00 
Glucose   4.00 
L-glutamine   2.00 
Sorbitol   5.00 
L-cysteine   0.60 
BME amino acids solution   1.52 
MEM non essential amino acids solution   0.70 
Gentamicin  10 µg/ml 
Polyvinyl alcohol  3 mg/ml 












Component Concentration (mM) 
Mannitol 250.0 
HEPES   0.5 
CaCl2-2H2O   0.1 
MgCl2-6H2O   0.1 










Modified medium 199 (mM199) 
M199 with Earle’s salts supplemented with 
Component Concentration (mM) 
Glucose  3.05 
Hemi-Ca-lactate  2.92 
Na-pyruvate  0.91 
Sorbitol 12.00 
NaHCO3 26.20 
Penicillin G potasium  75 µg/ml 









Porcine zygote medium (PZM) 
Component Concentration (mM) 
NaCl 108.00 
KCl  10.00 
KH2PO4   0.35 
MgSO4-7H2O   0.40 
NaHCO3  25.00 
Na-pyruvate   0.20 
Hemi-Ca-lactate   4.00 
L-glutamine   2.00 
Hypotaurine   5.00 
BME amino acids solution   1.52 
MEM non essential amino acids solution   0.70 
Gentamicin  10 µg/ml 








Human oocyte medium (HOM) 
Component Concentration (mM) 
NaCl 108.00 
KCl   4.65 
KH2PO4   0.35 
MgSO4-7H2O   0.40 
NaHCO3  25.00 
Na-pyruvate   0.20 
Hemi-Ca-lactate   4.00 
Na-lactate  12.50 
Glucose   4.00 
L-glutamine   2.00 
Sorbitol   5.00 
L-cysteine   0.60 
BME amino acids solution   1.52 
MEM non essential amino acids solution   0.70 
Gentamicin  10 µg/ml 
Polyvinyl alcohol  3 mg/ml 
Beta-mercaptoethanol  50 µM 
 
 
